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での分布の広 さ、澱粉分解における生理的役割の大 きさ、生物当た りの生産量の大
きさなどの点で他のアミラーゼを圧倒 してお り、食品工業をは じめ医薬 など産業的
にも非常によく利用 されている酵素である。 α一アミラーゼはα一1,4グルゴシ ド結合 を
2個以上含む多糖 またはオリゴ糖の α一1,4グルコシ ド結合をエ ンド型 に加水分解 し、
その生成物は α型 を示す。植物 においては発芽種子の澱粉分解 に主要な役割 を果た











ある。またAMY一皿:は一般に知 られている植物の α一アミラーゼ とは酵素化学的に著
しく異なった性質をもつ。至適温度が25℃と極端に低 く、重合度11以上の短鎖ア ミ




ンパク質工学的手法 を用いて解析 し、 α一アミラーゼの立体構造 と触媒機能の相関関
係を明 らかにすることを目的 とした。
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第1章AMY-1・AMY-mのcDNAの ク ロ ーニ ン グ及 び 酵母 を宿 主 と した発 現 系 の構 築
(1)cDNAのク ロー ニ ン グ
培 養10日目の イ ネ培 養 細 胞(01yzasa加acvSasanishiki)3gよりmRNAを調 製 し、 大
腸 菌 プ ラス ミ ドpBluescriptB:KSを用 いcDNAライ ブ ラ リー を作 成 した。AMY-mの 部
分 ア ミノ酸 配列 を も と にオ リ ゴヌ ク レオ チ ドを合 成 し、RT-PCRを行 っ た。得 られ た
DNA断片 を プ ロー ブ と しcDNAライブ ラ リー よ りAMY-1、AMY-HIをコー ドす る遺 伝
子AMy」ムAMY4π を得 た。AMy」1は435アミノ酸 を コー ドす る1305ヌク レオチ ドか
らな る オ ー プ ン リー デ ィ ング フ レー ム を含 み 、 ア ミノ酸 配 列 よ り計 算 され る分 子 量
は45,316daltonであ っ た。AMy」.mは437アミノ酸 を コ ー ドす る1311ヌク レオチ ドか ら
な る オ ー プ ン リー デ ィ ング フ レー ム を含 み 、分 子 量 は45,123daltonであ っ た。 推 定 ア
ミノ酸 配 列 に お け る 両 者 の 相 同性 は74%と 高 い もの で あ り、 各 種 起 源 の α.アミラ ー
ゼ フ ァ ミ リー に保 存 され る4つ の保存 配列A、B、C、Dが 存 在 した(Fig.1)。
(2)酵母 を宿主 とした発現系の構築
グリセルアルデヒ ドー 3一リン酸 デ ヒ ドロゲ ナーゼ(GAPDH)プロモーターの下流 に
AMr玉AMy」皿 を導入 して作成 した発現プラス ミドpGAMY-1、pGAMY-mを用い、
5accha置omycesce祀vf51aeYPH250を形質転換 した。可溶1生澱粉を含む培地上で形質転
換株を生育 させ ヨウ素を用いたプレー トアッセイを行 った ところ、AMY-1及びAMY一
皿供 にハローを形成 し、 α一アミラーゼが菌体外 に分泌 していることが示された。培
養上清中のアミラーゼ活性 を経時的に測定 した結果、AMY-1が培養80時間、AMY-IH:
は18.5時間で最大 となった(Fig.2)。酵母を宿主 として発現 させたAMY-1、AMY-mは
イネ培養細胞のAMY-1およびAMY-mを抗原 として作製 した抗体 と交差するものであ
り、至適温度及び17残基(G17)のマル トオリゴ糖 を作用 させた後の残存活性などの酵
素化学的性質 も、イネ培養細胞のものと一致 していた(Table1,Fig.3)。AMY-mの酵
素化学的性質を決定する領域 を同定するため、8つのキメラ遺伝子 を作成 しキメラタ







質転換 した。菌体 内に発現 した α一アミラーゼの分析はウェスタンブロット法 と活性
測定 により行 った。isopropylthiogalactoside(IPTG)による誘導時の培養温度が37℃の場
合、AMY。皿 は大部分が不溶性画分に存在 し活性 も低かった。そこで誘導時の培養温
度 を25℃、18℃と低温 にして発現を試み、活性を測定 した。 この結果、、AMY-1は37
℃で誘導 した場合で も活性をもつ ものの25℃で最 も高 くな り、それに比べAMY-m:は
37℃では活性 は微弱であ り、培養温度が低 くなるにつれて活性 も増加 した(Fig、4)。
これは誘導温度が高い場合、発現 タンパク質のフォールディングに問題があ り、正
しい立体構造 をとることが出来ないため と考 えられた。以下の実験では誘導条件 を
18℃、16時問 とした。
(2)精製 方 法 の確 立,
発 現 タ ンパ ク質 を効 率 よ く精 製 す るた め に、 拮抗 阻 害剤 で あ る シ ク ロヘ キ サ ア ミ
ロ ー ス(α一CD)、シ ク ロヘ プ タ ア ミロ ー ス(β一CD)をリガ ン ドと した ア フ ィニ テ ィー ク
ロマ トグ ラ フ ィー を用 い た。AMY-1には α一CDSepharos6B、AMY-HIには β一CD
Sepharos6Bを用 い る こ とに よ り、1段 階 で 単 一 の タ ンパ ク質 に精 製 され た(Fig.5)。得
られ た精 製 酵 素 の性 質 をイ ネ培 養細 胞 の もの と比 較 した。7残 基(G7)及び17残基(G17)
の マ ル トオ リ ゴ糖 を作 用 させ た後 、 可 溶 性 澱 粉 を基 質 と した場 合 の残 存 活 性 はAMY-
IIIのみ 著 し く低 下 した(Table2)。次 に至 適 温度 を15℃か ら70℃の 範 囲で測 定 した と こ
ろ 、AMY-1は55℃、AMY-IHは25℃に至 適 温 度 を持 って い た(Fig.6)。この他 至 適pH、
pH安定性 、 温 度 安 定性 を測 定 した とこ ろ 、全 て イ'ネ培 養 細 胞 の もの と一 致 して い た 。
ま たCDス ペ ク トルの 測定 に よ り、二 次 構 造 上 も一 致 して い る こ とを確 認 した。 こ れ
ら よ りEoolfで発 現 させ たAMY-1、AMY-IHはイ ネ培 養 細 胞 の もの と同様 の 酵 素 化 学
的 性 質 ・立 体 構 造 を有 し、 有 効 な発 現 系 及 び精 製 方 法 が 確 立 され た と考 え られ た 。
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第3章 タンパク質工学的手法を用いての性質支配領域の同定
(1)キ メ ラ タ ンパ ク質 に よる性 質 支配 領 域 の 同定
AMY-1とAMY-mの一 次 構 造 を比 較 した場 合 、74%と高 い相 同性 を持 ち か つ ア ミ ラー
ゼ フ ァ ミリ ー に保 存 され る4つ の保 存 配 列 も見 出す こ とが 出来 るが 、AMY-1とAMY.
:皿の 酵 素 化 学 的性 質 は異 な る もの で あ る。 そ こでAMY-1とAMY-HIを組i喚えた キ メ ラ
タ ンパ ク質 の性 質 を調 べ る こ とに よ り、AMY-HIの酵 素 化 学 的 に特 異 な性 質 を支 配 す
る領 域 を同 定 す る こ と と した。 まず制 限酵 素M1ロ1、5caI、NヨeI、3a11の切 断 部 位 で
組 換 えた キ メ ラ遺伝 子8つ を作 成 し、 これ を先 の大腸 菌 の発 現系 を用 い キ メ ラ酵 素 の
取 得 、 性 質 の検 討 を試 み た(Table3)。この結 果 、5caIと.NaeIの切 断 部位 に挟 まれ た領
域 がAMY-1の場 合 に はAMY-1の性 質 を有 し、AMY-mの 場 合 にはAMY-mの 性 質 を有
して い た(Fig.7)。次 に5caIと1粕eIの間 に制 限 酵 素N加1、B81Hの切 断 部 位 を導 入 しこ
れ ら を用 い て 組 換 え た キ メ ラ遺伝 子 を作 成 し、 キ メ ラ タ ンパ ク質 の 性 質 を検 討 した
(Table4)。この 結 果 、B8m:と.NaeIの切 断 部位 に挟 まれ た 領 域 がAMY-1の場 合 に は
AMY-1の性 質 を有 し、 この 領 域 がAMY-1には重 要 で あ る こ とが 明 か とな っ た 。一 方
AMY-II【はB81n:以降 だ けで は な くN加1とB8mに 挟 まれ た領 域 も関 係 して い る こ とが
示 唆 され た(Fig.8)。
(2)部位 特 異 的 変 異 法 を用 い た変 異 α一ア ミ ラー ゼ の解 析
5cal、Naelの問 に含 まれ る ア ミノ酸 残 基 の うちAMY-1とAMY.mで異 な る もの につ
い て 部位 特 異 的変 異 法 に よ り変 異 を導 入 した(Fig.9)。至 適 温 度 の変 化 した変 異 体 を
得 る こ とは 出来 な か っ た が 、G17による 阻害 に 関 して、2又 は3残基 の変 異 に よ り性 質
の 変化 した もの が得 られ だ 。1。T186A,D187PはAMY.HIと同 レベ ル に ま でG17によ り
阻 害 さ れ 、1-s195N,Cl96T,K198N、1-Q223A,G2224Dは弱 い 阻害 が見 られ た(Table5)。
以 上 の こ と よ り、AMY-IHのN加1と.B8m:に含 まれ るA186,P187はG17による 阻害 に
重 要 な役 割 を果 た して い る こ とが 明 らか とな っ た。 ま た至 適 温 度 の低 さ は ア ミノ酸




G17を作用 させることによりAMY-HIの活性が低下 した場合、立体構造 に変化がお
こっているかを分光学的手法 を用いて解析 した。 まずCDスペク トルによる解析 を行っ
た(Fig、10)。G7、G17のアミロースを作用 させた場合、二次構造の変化 を示す遠紫外
領域(200nm～250nm)、及び三次構造の変化を示す近紫外領域(250nm～300nm)共
にスペク トルに違いは見 られなかった。次に分子内Trp蛍光を測定 した(Fig.11)。G17
を作用 させた場合、G7に比べ最大蛍光を示す波長に変化はみられなかったが、蛍光
は低下 した。 これは分子内Trpが表面に露出する といった大 きな立体構造の変化は見
られない ものの、分子表面に存在するTrpがG17により覆われる可能性を示唆 してい
る。 これ らのことよりG17を作用 させた場合、二次構造 ・三次構造 などの立体構造 に
は変化は見 られないが、G17といった差長を持つ基質に対 してのみ反応す る基質結合
部位 の存在が示唆 された。
(2)スブ チ リ シ ン限 定 分解 に よる立 体 構 造 の変 化 の解 析
大 腸 菌 で発 現 させ たAMY-IIIを用 い 、活 性 の低 下 した状 態 でス ブチ リシ ン に よ る限
定 分 解 を行 った 。G17の マ ル トオ リ ゴ糖 を作 用 させ た後 の残 存 活性 が低 下 して い る
こ とを確 認 した の ち、 ス ブチ リ シ ンCarlsberg(E.C.3.4.21.14)を26℃2時間作 用 させ 、
これ をsDs-PAGEに供 した(Fig.12A)。未 処 理 またG7を作用 させ た もの を限定 分 解 し
た場 合 には22kDa、25kDaの2つのバ ン ドが 見 られ た 。 しか しG17を作 用 させ た もの
の 場 合 に はG7と同様 の22kDaのバ ン ドの他 、 新 た に27kDaのバ ン ドが見 られ た。 こ
れ らの ペ プチ ドを シ ー クエ ンサ ー に供 し、N末 端 の 配列 を決 定 した(Fig.12B)。この結
果Asn220とGln221の間 で切 断 され て い る こ とが 明 か とな っ た。
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総合考察
イ ネ培 養 細 胞 の生 産 す るAMY-mは これ まで に報 告 され て い る植 物 由 来 の α.アミ
ラ ーゼ とは異 な り至 適 温 度 が25℃と極 端 に低 い 。AMY-IHの耐 熱 性 はAMY.1と同等 で
あ り、 この 低 温 性 は熱 に よる タ ンパ ク質 変 性 に よ る活性 の低 下 で は ない こ と と、 ア
レニ ウス プ ロ ッ トよ りそ の活 性 の 変化 は㎞ で は な くkcatに依 存 して い る こ とが 明 か
とな って い る。 また酵 素化 学 的 に特 異 な性 質 と して 、 あ る一定 の鎖 長 を持 つ 基 質(生
澱 粉 や17残基 の オ リ ゴ糖)が結 合 した場 合 に活性 が低 下 す る こ とが あ げ られ る。
各 種 キ メ ラ タ ンパ ク質 の性 質検 討 に よ り制 限 酵 素3caIとNaeIの切 断部 位 の 問 に含
まれ る領 域 がAMY-m:の性 質 に重 要 で あ る こ とが 明 らか とな っ た。 α一ア ミラ ー ゼ は
(α/β)8バレル構 造 を とっ てお り、 この領 域 に は α一helix-4、β一sheet-5、αhelix-5が含
まれ てい る。 ま た新 た に導 入 した 制 限 酵 素B81:n:の切 断部 位 は α一hdix-4とβ一sheet-5の
間 に位 置 す る。.B8mの前 後 で組 換 えた キ メ ラ タ ンパ ク質 の性 質 検 討 に よ り α一helix-5
が 至 適 温 度 に関 係 す る こ とが 示 唆 され た(Fig.8)。AMY-1とAMY-m:にお け る α一helix-4
か ら α一helix-5まで の一 次 構 造 の相 同性 は58%と全体 に比べ 低 くな って お り、 α一helix-
4と α一helix-5の間 に は活 性 中心 残 基 で あ るGlu204を含 む β一sheet-5が存 在 す る。 この
Glu204は触 媒 反 応 にお い て カ ル ボ ニ ウ ム 中 間体 を形 成 しそ の安 定 化 の役 割 を果 た し
て い る。 こ の こ と よ りAMY-mの至 適 温 度 の低 さ、25℃前 後 で の ア レニ ウ ス プ ロ ッ ト
の 轡 曲 は、Glu204の周 辺 の構 造 の 違 い に よ りカ ル ボニ ウ ム 中間体 の 形 成 また は基 質
の解 離 の影 響 に よ る もの と推 察 され た(Fig.13)。
また変 異AMY-1の解 析 に よ り至 適 温 度 はAMY-1と同 じ50℃で あ りなが ら、G17によ
り活 性 が 低 下 す る1-T186A,D187Pが見 出 され た(Table5)。オ オム'ギα一ア ミラ ー ゼ で は
この近 くに位 置 す るGln226,Va1229,Asp233が生 澱 粉 との 結 合 部位 で あ る こ とが 明 か
と な って い る。AMY-1[[ではGln226,Val229,Glu233とな って お り、 これ ら とAla187,
Pro188が鎖 長 の長 い 基 質 にの み 結 合 す る可 能 性 が十 分 に考 え られ る(Fig.13)。ま たス
ブチ リ シ ン限 定 分 解 に よる切 断パ ター ンの 変 化 は、 本 来切 断 され るべ きGln221の付
近 の構 造 がG17が作 用 す る こ とで変 化 した た め と考 え られ る。Gln221は立体 構 造 上
Gln226,Va1229,Glu233近傍…に位 置 して お り(Fig.13)、この こ と もGln226,Glu233付近
がG17な ど差 長 の長 い 基 質 に対 す る立 体 構 造 の 変 化 の 可 能 性 を強 く示 唆 す る もの で
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あるといえる。
以上の結果 より、AMY一皿:の至適温度の低 さは活性中心近傍の微細な立体構造 によ
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論 文 審 査 結 果 要 旨
イネ(サ サニシキ)の 培養細胞 は三つのアイゾザ イム(AMY-1,AMY-H,AMY-m)を 産生す る。
その うちAMY一田 は植物 体ではどの組織で も見 出されてお らず,唯 一培養細胞 につ くられる特殊 なア ミ
ラーゼ と言 える。
AMY一皿は植物 を含めて一般 に知 られているα一ア ミラーゼ とは酵素化学的性質が著 しく異なる。 まず
デ ンプ ン加水分解の至適温度が25℃と低 く,重 合度11以上 のア ミロデキス トリンあるいは生 デンプ ンに
よ り活性が 阻害 される。 この ような至適温度の低 さ,あ る一定の鎖長 を持つ基 質が結 合す ることで活性
の制御 が行 なわれる とい う性質は,こ れ までの α一ア ミラーゼの研究 では知 られてい ない。
本研究ではAMY一皿 の特異 な酵素化学的性質が酵素 タンパ ク分子の構造上の どの ような変化 に由来す
るものか を明 らかにす る目的で,タ ンパ ク質工学的手法 を用 い解析 することによりα一アミラーゼの立体
構造 と触媒機能の相関について詳細 に検討 を加 えた結果,以 下の ような新知見 を得 た。
候補者 はイネ(サ サニ シキ)の 培養細胞 よ り,常 温性 の α一ア ミラーゼ(AMY-1)と 低 温性 の α一ア
ミラーゼ(AMY-m)のcDNAを クローニ ングし,両 者の遺伝子 をい ろいろな箇所で組換 えたキメラ遺
伝子 を作成 した。
まず,制 限酵素.MZπ1,8Cα1,翫eI,8αZIの切断部位 で組換 えたキメラ遺伝子 を作成 し,新 たに
開発 した大腸菌の発現系 を用 いキメラ酵 素を取得 し,そ れぞれの性質 を検討 した結果,8Cα1,と1鴨eI
の切断部 には さまれた領域が酵素の性質 を支配 しているこ とが明 らか となった。 砕 ア ミラーゼは(α/β)8
バ レル構造 をとってお り,本 研究 で決定 された領域は,α一ヘ リックス4,β一シー ト5,α一ヘ リックス5
が含 まれている。 さらに,こ の領 域内の βgJHの前後 まで組換 えたキ メラ酵素 を作成 し,性 質 を検討 し
た結果,α一ヘ リックス5が 酵素の至適温度 を決定す るのに重要 な領域で あるこ とが示 された。
一方,ア ミロデキス トリンによる活性 の阻害 は,部 位突然変異 を導入 したキメラ酵 素の性質 を検討 し
た結果,AMY』 のAla187,Pro188が,ある一定 の鎖長 のア ミロデキス トリン(G-17)に親和性 を
示 し特異的に結合す るこ とが明 らか となった。
以上,イ ネ培養細胞で得 られた特異 的な性質を持つ α一アミラーゼAMY-IHの至適温度 の低 さは活性中
心近傍の微 細な立体構造のゆ らぎによる ものであ り,ま た,ア ミロデキス トリンによる活性阻害 は,一
定 の鎖長 を認識す る基質結合部位 の存在 による ものであ ることが明確 に示 された。 この ような,イ ネア
ミラーゼの立体構造 と活性 の相関関係 を詳細 に研究 した例 はな く,審 査員一同候補者 は博士(農 学)の
学位 を授与 され るに充分の資 格 を有 する と認定 した。
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